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กติติกรรมประกาศ 
 
         การวจิยัฉบบัน้ีส าเร็จลุล่วงดว้ยดี ผูว้จิยัขอขอบพระคุณ ผศ.ดร.เบญ็จมาศ  จิตรสมบูรณ์ท่ี
กรุณาใหค้  าปรึกษา ช้ีแนะ และใหค้วามช่วยเหลือในการศึกษาวจิยัอยา่งดียิง่ตลอดมา  และนกัศึกษา
ปริญญาเอก สาขาวชิาชีววทิยา ส านกัวชิาวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ท่ีอ านวยความ
สะดวกในการใชห้อ้งเซลลแ์ละการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ และใหค้วามช่วยเหลือในการท าวจิยั     
ขอขอบคุณวนัชยั จอกกระโทก และเจา้หนา้ท่ีประจ าศูนยเ์คร่ืองมือ 1, 3 และ 9 มหาวทิยาลยั
เทคโนโลยสุีรนารีทุกท่านท่ีเสียสละเวลา ใหค้วามช่วยเหลือ และอ านวยความสะดวกแก่ผูว้จิยัดว้ยดี
ตลอดมา ขอบคุณโรงพยาบาลครบุรีส าหรับ วตัถุดิบรางจืด เพื่อใชใ้นการวจิยั  
        การวจิยัคร้ังน้ีไดรั้บทุนอุดหนุนการวจิยัจากมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ปีงบประมาณ 2553 
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บทคัดย่อ 
 
งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาชีวภาพพร้อมใชแ้ละการน าไปใชท้างชีวภาพของสารสกดั
รางจืด  เพื่อเป็นองคค์วามรู้ประกอบส าหรับการประยกุตใ์ชใ้นศึกษาปริมาณการน าไปใชข้องสารสกดั
รางจืดในผลิตภณัฑอ์าหารเพื่อสุขภาพท่ีถูกตอ้งและเหมาะสม โดยไดท้  าการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ
ของรางจืด ไดแ้ก่ปริมาณปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic)  การเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ  โดย
เตรียมสารสกดัดว้ยตวัท าละลายชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ น ้า และเอทานอล จากการศึกษาพบวา่ปริมาณของฟี
นอลิกทั้งหมดของสารสกดัรางจืดน ้ามีปริมาณสูงสุด คือ 3037.07 mg GAE /100 g RM และเม่ือ
ศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ดว้ยวธีิ DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay 
พบวา่ สารสกดัรางจืดน ้ามีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดีท่ีสุดท่ี พิจารณาจากค่า IC50 2.438 
mg/ml, 1.198mg/ml และ  0.294 mmol Fe2+/g RM. ตามล าดบั 
การศึกษาคุณลกัษณะทางเคมีของสารสกดัรางจืดโดยวธีิ High Performance Liquid  
Chromatography (HPLC) พบวา่ในสารสกดัรางจืดน ้ามีองคป์ระกอบหลกัคือ caffeic acid , 
protocatechuic acid และ apigenin ในปริมาณเล็กนอ้ย ส่วนในสารสกดัรางจืดแอทานอลพบวา่มี
ส่วนประกอบหลกัคือ Chlorophyll a, Chlorophyll b, pheophorbide a และ b, pheophytin a และ b  
จากการศึกษาความเสถียรของสาร ต่างๆในสารสกดัรางจืดน ้า และเอทานอล เน่ืองจาก
การศึกษาท่ีผา่นมา พบวา่การ สารสกดัอะซีโตนเป็นพิษต่อสัตวท์ดลอง ดงันั้นจึงท าการทดลองเฉพาะ
สาสกดัรางจืดน ้า และเอทานอล พบวา่  สกดัรางจืดน ้าค่อนขา้งเสถียรในแบบจ าลองกระบวนการยอ่ย
ของทางเดินอาหาร โดยสารกลุ่มฟีนอลิกจะมีการเปล่ียนแปลงนอ้ยมาก แต่สารกลุ่มฟลาโวนอยด์   คือ 
Apigenin จะมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นสารกลุ่ม Apigenin glucosides ส่วนสารสกดัรางจืดเอทานอล 
ซ่ึงมีพฤษเคมีหลกั ประกอบไปดว้ย  chlorophyll a  chlorophyll b และ pheophorbide a, pheophytin a 
เม่ือผา่นแบบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลอง มีการเปล่ียนแปลง คือ คลอโรฟิลลส่์วน
ใหญ่จะมีการเปล่ียนแปลงไปอยู่ ในรูปของ pheophytin, pyropheophytin a และ pheophorbides a  
และ b  
จากการทดสอบความสามารถในการถูกดูดซึมของสารสกดัรางจืดน ้า และเอทานอลใน 
Caco-2 cells พบวา่ สารสกดัรางจืดสามารถถูกดูดซึมไดดี้ ประมาณ 55 %เน่ืองจาก เป็นสารท่ีละลาย
น ้าได ้ดงันั้นจึงมีความสามารถในการแพร่เขา้ไป Caco-2 cells ไดดี้กวา่ ส่วนสารสกดัรางจืดเอทานอล 
มีพฤษเคมีหลกัท่ีเป็นสารประกอบคลอโรฟิลล์  ซ่ึงเม่ือผา่นแบบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอด
ทดลอง จะถูกดูดซึมได ้ประมาณ 41-45% โดยคิดจากประมาณของคลอโรฟิลลท์ั้งหมด  
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Abstract 
 
The objectives of study are investigated bioavailability and bioaccessibility of  Rang chuet 
for useful information could be provide a better understanding of extracts investigation and 
development into calculating the proper amount for human consumption by using coupling in vitro 
digestion with the Caco-2 model.  Alterations in antioxidant power were monitored by DPPH, 
FRAP, and ABTS+ assay, whereas the total phenolic of the extract is determine by Folin-Ciocalteu  
. It was found that RC water crude extract showed the highest total phenolic content (3037.07 mg 
GAE /100 g RM). In addition,  RC water crude extract displayed the highest antioxidant activities 
determined by DPPH assay, ABTS assay and FRAP assay at the IC50 2.438 mg/ml, 1.198mg/ml 
and  0.294 mmol Fe2+/g RM. 
Majority of phytochemical constituents of RC extracts are phenolic compounds and 
chlorophyll were as certained by HPLC-DAD. Ethanol extracts of RC were found to be good 
sources of chlorophyll derivatives including native chlorophylls and pheophytins.  Additionally, a 
water-soluble derivative was tentatively identified as pheophorbide a in RC chlorophyll fraction  
Our results indicate that polyphenolic  compounds are not affected by the (simulated) digestive 
process.  Otherwise, chlorophyll is changed to other derivative such pheophytin and pheophorbide. 
Assessment bioaccessibility of RC extracts using Caco-2 cells was determine, the intestinal 
absorption of those compounds can be impaired by the presence of other dietary antioxidants, such 
as the carotenoids.   It was also found that RC extracts can be transported across the Caco-2 cell 
barrier  
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   บทที ่ 1  
บทน า 
 
1. ความส าคญั และท่ีมาของปัญหาท่ีท าการวจิยั 
 ปัจจุบนัมีการน าพืชสมุนไพรมาใชเ้พื่อรักษาโรคและเป็นส่วนประกอบในผลิตภณัฑเ์สริม
อาหารแทนยาสังเคราะห์สารเคมีกนัมากข้ึน เพราะตอ้งการลดความเป็นพิษของสารเคมีท่ีมี ผลกระทบต่อ
ส่ิงแวดลอ้มและสุขภาพ  แต่พืชสมุนไพรหลายชนิดท่ีน ามาใชย้งัไม่มีขอ้มูลดา้นความสามารถในการดูด
ซึมและการน าไปใช ้ประโยชน์ทางชีวภาพของสารออกฤทธ์ิในสมุนไพรเม่ือผา่นกระบวนการยอ่ยอาหาร
ของมนุษยแ์ลว้ นอกจากน้ีขอ้มูลท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยอ่ย การดูดซึม และเมตาโบลิซึมของคลอโรฟิลลแ์ละ
สารประกอบคลอโรฟิลลร์วมทั้งสารประกอบฟีนอลิก โดยมนุษยย์งัมีนอ้ย ดงันั้นความเขา้ใจเก่ียวกบั
ระดบัของการถูกท าลายหรือสูญเสียของคลอโรฟิลล ์และสารประกอบฟีนอลิกในธรรมชาติเม่ือผา่น
กระบวนการยอ่ยอาหารของมนุษยจึ์งเป็นส่ิงส าคญัในแง่ผลของพฤกษเคมีต่อสุขภาพมนุษย ์
2. วตัถุประสงคก์ารวจิยั  
1. เพื่อศึกษาคุณลกัษณะและคุณสมบติัของสารประกอบฟีนอลิก  และสารประกอบของโพ
ลีฟีนอลในสารสกดัรางจืด 
2. ความคงตวัต่อการยอ่ย (digestive stability) และความสามารถในการถูกดูดซึมของ 
สารออกฤทธ์ิในสารสกดัรางจืด 
3. เพื่อศึกษาชีวประสิทธิผล (bioaccessibility) และความคงตวัของสารประกอบ 
ฟีนอลิกและสารประกอบโพลีฟีนอลในสารสกดัรางจืด 
4.  เพื่อศึกษาชีวประสิทธิผล (bioaccessibility) และความคงตวัของคลอโรฟิลลท่ี์ละลายใน
ไขมนัและสารประกอบแคโรทีนอยดใ์นสารสกดัรางจืด 
3. สมมติฐานของการวจิยั 
 สารออกฤทธ์ิส าคญัในสารสกดัรางจืด  สามารถหลงเหลือและมีความคงตวัของเม่ือผา่น แบบจ าลอง
ระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลอง  และพร้อมส าหรับการดูดซึมของ Caco-2 human intestinal cells 
สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ไดท้างชีวภาพ ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อการก าหนดขนาดการใชร้างจืดในผลิตภณัฑ์
เสริมอาหารท่ีมีประสิทธิภาพในแง่ของสารออกฤทธ์ิในผลิตภณัฑไ์ด ้
4. ขอบเขตของการวจิยั  
4.1) การเตรียมสารสกดัรางจืด จ านวน 3 ชนิดคือ สารสกดัน ้า อะซีโตน และเอทานอล 
4.2) ศึกษาคุณลกัษณะของส่วนประกอบออกฤทธ์ิในสารสกดัรางจืด 
4.3) ท าการยอ่ยสารสกดัรางจืดโดยใช้ In vitro digestion model 
4.4) เตรียม Caco-2 human intestinal cells หรับศึกษา cellular uptake 
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4.5) ศึกษาความคงตวัต่อการยอ่ย (digestive stability) และความสามารถในการถูกดูดซึมของสาร
ออกฤทธ์ิในสารสกดัรางจืด 
4.6) ศึกษาปริมาณการน าไปใชไ้ด ้(Bioavailability) ของสารออกฤทธ์ิในสารสกดัรางจืดเม่ือผา่น
ระบบการยอ่ยอาหารแลว้ 
 4.7)  ศึกษา cellular uptake ของสารออกฤทธ์ิส าคญัในสารสกดัรางจืด โดยใช ้Caco-2 human 
intestinal cells  
5.วธีิด าเนินการวจิยัและสถานท่ีท าการทดลอง / เก็บขอ้มูล 
 5.1 เตรียมสารสกดัยา่นาง  เครือหมานอ้ย และรางจืดตามวธีิของ Jittra และคณะ (2006) และรัชฎา
พรและ คณะ (2007) 
5.2  ศึกษาคุณสมบติัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัยา่นาง  เครือหมานอ้ย  และรางจืด 
5.3  ศึกษาหาปริมาณ total phenolic โดยวธีิ Folin-Ciocalteu method (Prior et al, 2007) 
5.4 ศึกษาคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยวธีิ DPPH assay, FRAP assay, แลและ ABTS 
(Bae and Suh, 2007) 
5.5 การศึกษาคุณลกัษณะทางเคมีของสารสกดัรางจืดโดยวธีิ High Performance Liquid  
Chromatography (HPLC) (ตามวธีิของ Oonsivilai et al., 2007) 
5.6 การศึกษาชีวภาพพร้อมใชแ้ละการน าไปใชท้างชีวภาพของสารสกดัรางจืด(ตามวธีิของ ferruzzi 
et al., 2001) 
6. ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะไดรั้บ  
6.1. สามารถน าไปใชเ้ป็นขอ้มูลเพื่อประกอบการบริโภคในขนาดท่ีถูกตอ้งในผลิตภณัฑ์
เสริมอาหารท่ีมีประสิทธิภาพในแง่ของสารออกฤทธ์ิในผลิตภณัฑไ์ด้ 
6. 2. สามารถน าไปใชเ้ผยแพร่ใหก้บักลุ่มประชากรเป้าหมายท่ีผลิตและจ าหน่าย
สมุนไพรรางจืดในรูปแบบแคปซูลและชาผง 
7. แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยี หรือผลการวจิยัสู่กลุ่มเป้าหมาย 
7.2 น าเสนอผลงานในท่ีประชุมวชิาการระดบัชาติ 
7.3  จดัฝึกอบรมแก่กลุ่มประชากรเป้าหมายหรือหน่วยงานในทอ้งถ่ินท่ีผลิตและจ าหน่ายรางจืด  
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บทที ่ 2 
เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 
2.1 รางจืด (Thunbergia Laurifolia Lindl.)   
 รางจืดพืชในวงศ ์ Acanthaceae เป็นพืชสมุนไพรชนิดหน่ึงท่ีรู้จกักนัดีและใชแ้พร่หลายใน
วงการแพทยแ์ผนโบราณ จากต ารายาสมุนไพร (ชะลอ 2519, เสง่ียม 2508, วฒิุ 2520)  
รางจืดเป็นไมเ้ถาท่ีพบตามชายป่าดิบ มีลกัษณะของเถากลมเป็นขอ้ปลอ้ง มีสีเขียว เป็นไมใ้บ
เด่ียวออกตรงขา้มกนัเป็นคู่ๆ  และขนาดของใบจะไล่กนัข้ึนไป ตั้งแต่ขนาดใหญ่ตรงโคนกา้นไปหาขนาด
เล็กตรงปลายกา้นใบ ใบสีเขียวผวิเกล้ียง  ลกัษณะเป็นรูปหวัใจ  ตรงโคนเวา้  ปลายใบเป็นต่ิงแหลม กวา้ง
ประมาณ 4-5 เซนติเมตร ยาว 8-10 เซนติเมตร ออกดอกเป็นช่อ ช่อหน่ึงๆ จะมีอยู ่3-4 ดอก ลกัษณะของ
ดอกจะมีสีม่วง เป็นกรวยต้ืนๆ หลอดกรวยยาวประมาณ 1 เซนติเมตร (วทิย,์ 2539 และ พนิดา, 2542) 
  Purima (1978) ไดศึ้กษาสารเคมีในรางจืด  พบวา่ส่วนใหญ่เป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์ไดแ้ก่ 
apigenin, cosmodin และ delphinidin-3,5-di-O-β-D-glucoside วรียทุธ (2522)  ไดว้เิคราะห์
ส่วนประกอบของสารสกดัน ้าใบรางจืดพบวา่มี amino acid 4 ชนิด คือ methionine, serine, glycine 
และ unidentified amino acid และเม่ือเตรียมสารสกดัดว้ย petroleum ether พบ steroids  จ านวน 8 
ชนิด และ carotenoid  จ านวน  1 ชนิด Oonsivilai et al. (2007) ไดศึ้กษาสารพฤกษเคมีท่ีเป็น
องคป์ระกอบของสารสกดัรางจืดน ้า อะซีโตน และเอทานอลโดยวธีิ High performance liquid 
chromatography พบวา่ cafeic acid และ apigenin เป็นส่วนประกอบหลกัของสารสกดัน ้า ขณะท่ี
สารประกอบ chlorophyll a  chlorophyll b และ pheophorbide a, pheophytin a และ lutein เป็น
ส่วนประกอบหลกัของสารสกดัอะซีโตนและสารสกดัเอทานอล   
 ศิริวรรณ (2522) พบวา่สารสกดัใบรางจืดสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย 
Aerobacter aerogens ไดใ้นขณะท่ี Kongyingyos et al. (1990) ใชน้ ้าสกดัใบรางจืดในการยบัย ั้ง
การเจริญของไวรัส herpes simplex type 1 และ Chanawirat et al. ( 2000) ใชส้ารสกดัจากใบ
รางจืดลดพิษต่อตบัของแอลกอฮอลใ์นหนูขาวได ้ส่วนสุพรและคณะ (2541) ไดพ้ฒันาสารสกดัใบ
รางจืดเป็นยาทาภายนอกส าหรับตา้นการอกัเสบ เพราะสามารถตา้นการอกัเสบในหนูทดลองไดอ้ยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ นอกจากน้ียงัมีการทดสอบยนืยนัวา่น ้าสกดัใบรางจืดสามารถลดอตัราการตายของหนู
ขาวเน่ืองจากพิษของสารก าจดัแมลงได ้ (พาณี และ ชชัวดี, 2523 และ วรีวรรณ , 2523) และยงัสามารถ
ลดอุณหภูมิในหนูขาวไดด้ว้ย (บุษบง, 2521) 
 พาณีและชชัวดี (2523) กล่าวไวว้า่รางจืดมีรสเยน็ใชป้รุงเป็นยาเขียวถอนพิษไข ้แกเ้บ่ือเมา แก้
ร้อนใน กระหายน ้า และใชรั้กษาผูป่้วยท่ีถูกพิษต่างๆ เช่น พิษสุรา เห็ดเมา พิษเน่ืองจากอาการแพ ้หรือ
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รับประทานสัตวท่ี์มีพิษ รวมทั้งใชรั้กษาผูท่ี้ไดรั้บสารเคมีท่ีมีพิษร้ายแรง เช่น สารหนู สตร๊ิกนิน และสาร
ก าจดัแมลงชนิดต่างๆ 
 จากการศึกษาของ Oonsivilai et al., (2007) พบวา่สารสกดัอะซีโตน สารสกดัเอทานอล และสาร
สกดัน ้าของรางจืด พบวา่มีฤทธ์ิในการเหน่ียวน าเอนไซม ์ phase II ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัระบบ 
detoxification ของร่างกายและยงัพบวา่สารสกดัดงักล่าวมีฤทธ์ิในการเป็นสารต่อตา้นการก่อกลายพนัธ์ุ
ใน Samonella typhimurium TA98 และ TA100 ซ่ึงผลการศึกษาสามารถอธิบายการใชร้างจืดในการแก้
พิษ เบ่ือเมา ในการใชส้มุนไพรชนิดน้ี แต่ยงัไม่มีการศึกษาเก่ียวกบัการถูกท าลายหรือการสูญเสียรวมทั้ง
ความสามารถในการถูกดูดซึมและความคงตวัของสารประกอบส าคญัซ่ึงไดแ้ก่ สารประกอบคลอโรฟิลล ์
แคโรทีนอยดแ์ละสารประกอบ ฟีนอลิก  ในรางจืดหลงัจากผา่นระบบการยอ่ยอาหารของมนุษยแ์ลว้ 
รวมถึงความสามารถในการน าไปใชแ้ละการดูดซึมของเซลลล์ าไส้เล็กของมนุษย  ์
2.2 ชีวภาพพร้อมใชแ้ละการน าไปใชท้างชีวภาพ 
 ชีวภาพพร้อมใช้  (bioavailability) หมายถึง อตัราท่ีสารถูกปลดปล่อยออกจาก ออกจาก matrix 
ใดๆ ในทางเดินอาหาร และพร้อมส าหรับการดูดซึมโดยส าไส้เล็ก 
  การน าไปใชท้างชีวภาพ (bioaccessibility) หมายถึง ระดบัหรืออตัราท่ีสารถูกดูดซึม หรือพร้อม
ใช ้ณ ต าแหน่งออกฤทธ์ิทางสรีรวทิยา หลงัจากใหส้ารนั้น โดยจะรวมไปถึงการดูดซึม (absorption) การ
เผาผลาญ (metabolism) การกระจายตวัในเน้ือเยือ่ (tissue distribution) และการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
(bioactivity) (Fernández-García et al., 2009) 
วธีิการในการศึกษาชีวภาพพร้อมใช ้(bioavailability)  ของสารอาหารและสารออกฤทธ์ิต่างๆ 
สามารถศึกษาไดท้ั้งในสัตวท์ดลอง (in vivo) และในหลอดทดลอง (in vitro) ซ่ึงแต่ละวธีิมีขอ้ดีและ
ขอ้เสียแตกต่างกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
2.2.1 แบบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลอง (In vitro simulated digestion models) 
การหาปริมาณของการน าไปใชท้างชีวภาพ  (bioaccessibility) เป็นการศึกษาถึงความสามารถใน
การปลดปล่อยของสารออกฤทธ์ิ (bioactive) นิยมใชแ้บบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลอง ( in 
vitro simulated digestion models) ท่ีเป็นการประยกุตแ์ละเลียนแบบระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์ จึง
ถูกน ามาใชโ้ดยจะใหค้วามส าคญัต่อระบบทางเดินอาหารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยอ่ย และการดูดซึม
สารอาหาร อวยัวะท่ีถูกเลียนแบบในแบบ จ าลองน้ีคือ ปาก กระเพาะอาหาร และล าไส้เล็ก  โดยจะ
เลียนแบบทั้งท่ีเป็นส่วนของเหลวต่าง ๆ ท่ีอยูใ่นแต่ละอวยัวะ เช่น น ้าลาย น ้ายอ่ย ค่าความเป็น กรด – ด่าง 
และระยะเวลาท่ีอาหารอยูใ่นแต่ละอวยัวะ  ซ่ึงแบบจ าลองน้ีไดถู้กน าไปใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพ
ของสารต่างๆ  เช่น โปรตีน แร่ธาตุ  สารตา้นอนุมูลอิสระ  เป็นตน้ เพื่อท่ีจะพิจารณาถึงความเสถียรของ
สารเม่ือผา่นการระบบยอ่ยอาหาร (digestion stability) การขนส่งสารไปยงัล าไส้ (transport) และ
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กระบวนการเผาผลาญท่ี เกิดข้ึน ของสารออกฤทธ์ิ (bioactive) ต่างๆ แต่อยา่งไรก็ตาม in vitro simulated 
digestion models จดัเป็นสภาวะท่ีคงท่ี (static) ซ่ึงในสภาวะท่ีเกิดข้ึนจริงในกระบวนการยอ่ยอาหารใน
มนุษยน์ั้นเป็นระบบท่ีมีการเคล่ือนท่ี (dynamic) ซ่ึงไม่สามารถท่ีจะแสดงใหเ้ห็นถึงผลของปัจจยัอ่ืนๆ 
ดงัเช่น ในการศึกษาดว้ย in vivo ได ้เช่น การบีบรัดของส าไส้ การผสม เป็นตน้ 
ตารางท่ี 1 แสดงขอ้ดีและขอ้เสียของการตรวจวดัการน าไปใชท้างชีวภาพ (bioaccessibility) ดว้ยวธีิ in 
vivo และ in vitro ของสารอาหารและสารออกฤทธ์ิต่างๆ  
(Fernández-García et al., 2009) 
ข้อดี ข้อเสีย 
ในสัตว์ทดลอง (in vivo) 
- เป็นวธีิการท่ีสามารถแสดงถึงเภสัช
จลนศาสตร์ของสารไดจ้ริง 
- สามารถท่ีจะเลือกศึกษากบักลุ่มเป้าหมาย 
ไดอ้ยา่งเฉพาะเจาะจง ก่อนท่ีจะน าสารนั้น
ไปใชจ้ริงในมนุษย ์
 
- ไดผ้ลการศึกษาชา้ 
- มีปัจจยัหลายประการท่ีเก่ียวขอ้งกบัมนุษย ์ซ่ึง
ค่อนขา้งท่ีจะยุง่ยากในการศึกษา 
- ขอ้มูลอา้งอิงมาตรฐานในการเปรียบเทียบ
ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาและการทดลองมี
ค่อนขา้งนอ้ย 
- ตอ้งมีการพิจารณาเร่ืองงบประมาณและหลกั
ทางศีลธรรม 
ในหลอดทดลอง( in vitro) 
- รวดเร็ว  
- ใหข้อ้มูลท่ีเก่ียวขอ้งกบัประสิทธิภาพของ
กลไกในการขนส่งสารได ้
-  สามารถท่ีจะทวนสอบขอ้มูลท่ีไดเ้ทียบกบั 
อา้งอิงได ้
- ราคาถูกและ เป็นวธีิท่ีสะดวก  
 
- การแปลผลไปสู่ in vivo bioavailability 
ค่อนขา้งยากได ้
- สภาวะแวดลอ้มภายในล าไส้เป็นกลไกท่ีมีการ
เคล่ือนท่ี ซ่ึงไม่สามารถท่ีจะศึกษาปัจจยัท่ี
เก่ียวขอ้ง 
-  ผลของจุลินทรียท่ี์อาศยัอยูใ่นระบบทางเดิน
อาหารและกลไกการเผาผลาญในตบัไม่ถูก
น ามาพิจารณาดว้ย 
ในการศึกษาโดยใช ้in vitro simulated digestion models จะเลือกใชปั้จจยัทางดา้นสรีระวทิยาท่ี
สามารถกระท าไดใ้นระหวา่งการยอ่ยของกระเพาะอาหารและส าไส้  ซ่ึงสารท่ีไดจ้ากการยอ่ยโดยการใช้
แบบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลอง เรียกวา่ digesta และเม่ือน าไป ป่ันเหวีย่งเพื่อแยกส่วน
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ของ aqueous fraction (รูปท่ี 1) แลว้น าไปกรองจะไดส่้วนท่ีเป็น aqueous fraction ซ่ึงจะน าไปวเิคราะห์
องคป์ระกอบต่อไป  (Muangnoi, 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1 แสดงขั้นตอนในการการศึกษาโดยใช้ in vitro simulated digestion models 
(Muangnoi,  2007) 
 
 
 
Food or meal sample 
Homogenize in 
Saline + 150µM BHT 
Gastric phase 
Pepsin, HCl 
pH 2.1, 37ºC, 1 h 
Small intestine phase 
Bile, pancreatin, pancreatic lipase, β-glucosidase 
pH 6.9, 37ºC, 2 h 
Isolation of Aqueous  Fraction 
High-speed Centrifugation 
8000 rpm, 90 min 
0.22 µm 
fliter 
Aqueous fraction 
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2.2.2 Caco-2 human intestinal cells 
 Caco-2 เป็นเซลลท่ี์มีตน้ก าเนิดจากเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ ท่ีมีการแสดงออกและลกัษณะ
คลา้ยคลึงกบัเซลล ์epithelial ปกติ ซ่ึงลกัษณะต่างๆ ของ Caco-2 แสดงในตารางท่ี 2 เซลลเ์หล่าน้ีจะมี
ความแตกต่างเม่ือ monolayer มาบรรจบกนั ซ่ึงวธีิการดูแลเซลลเ์หล่าน้ีจะใชส้ภาวะแบบเดียวกนักบัการ
เล้ียงเซลลท์ัว่ไป ในระหวา่งช่วง phase แรกของเซลลจ์ะปล่อย colonocyte และ enterocyte-specific 
protein  การ expression ของ colonocyte ท าใหล้กัษณะทางชีวเคมีของ enterocyte เปล่ียนแปลงไป ซ่ึง
ลกัษณะของ monolayer จะมีลกัษณะของเซลลท่ี์เกิดการจดัเรียงกนัโดยมี tight junction และบริเวณยดึขึง
ของเซลล ์ซ่ึงจะแยกระหวา่ง apical microvillar และ basolateral membrane  
ตารางท่ี 2 แสดงลกัษณะของ Caco-2 human intestinal cells 
(Muangnoi,  2007) 
แสดงลกัษณะของ Caco-2 human intestinal cells 
1. ไดจ้ากเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ 
2. ลกัษณะการแสดงออกคลา้ยคลึงกบัเซลล ์epithelial ปกติ 
3.   ส่วนลกัษณะท่ีแตกต่าง มีไดด้งัน้ี 
          3.1 Tight junction ระหวา่ง cells 
          3.2 Basolateral Na+, K+ -ATPase 
          3.3 การเหน่ียวน าเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบั drug   detoxification  
          3.4  บริเวณ apical brush border surface เตม็ไปดว้ย 
    hydrolytic enzyme 
          3.5 สามารถสังเคราะห์และท าใหเ้กิดการหลัง่ของ  
    chylomicrons ได ้
 
 
นอกจากน้ีส่วนของ apical membrane ประกอบดว้ยกลุ่มเอนไซมป์ระเภท hydrolases เช่น 
sucrase-isomaltase, lactase และ dipeptidylpeptidase IV ซ่ึงเอนไซมเ์หล่าน้ีเป็นเอนไซมท่ี์พบใน  
intestinal  enterocytes แต่ไม่พบใน colonocyte  ลกัษณะทางชีวเคมีของ Caco-2 cell ท่ีคลา้ยคลึงกบัเซลล ์
intestinal  enterocytes ไดแ้ก่ การแสดงออกของ apical sodium-dependent glucose, amino acid 
transporter และ di- and  tripeptide transporter (PepT1) การสังเคราะห์และการหลัง่ของ chylomicrons 
และ lipoprotein อีกทั้งสามารถท่ีจะเหน่ียวน า เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบั  detoxification ของ phase I, phase 
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II และ เอนไซม ์ในกลุ่ม ATP-dependent  ของ phase III อีกดว้ย (Sambuy et al., 2005) ซ่ึงความสามารถ
ในการดูดซึมและการขนส่งสารของ Caco-2 monolayer ในมนุษยน้ี์ท าใหมี้การน า Caco-2 cell ไปใชเ้ป็น
แบบจ าลองในการดูดซึมและการเผาผลาญของยาหรือสารออกฤทธ์ิ bioactive ชนิดต่างๆ อยา่งกวา้งขวาง  
ส่วนลกัษณะของ Caco-2 cell ท่ีแตกต่างจาก  intestinal  enterocytes ปกติ คือ ประการแรก Caco-2 cell 
ไดจ้ากเซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ซ่ึงไม่ใช่เซลลป์กติ ประการท่ีสอง cell line น้ีเป็นเซลลท่ี์มีลกัษณะทางพนัธ์ุ
กรรมและการแสดงออกแตกต่างกนั ประการท่ีสาม tranepithelial จะมีความทนทานเน่ืองจาก tight 
junction ใน Caco-2 cell  มีลกัษณะท่ีพิเศษแตกต่างจากเซลลป์กติ และประการสุดทา้ย Caco-2 cell จะใช ้
glycerol 3-phosphate pathway ในการสังเคราะห์ triacylglycerols ขณะท่ีเซลลป์กติจะใช ้
monoaclyglycerol pathway  และการดูดซึมของ intestinal epithelium จะใชแ้รงท่ีเกิดข้ึนจากความเขม้ขน้
ท่ีแตกต่างกนัระหวา่งภายในเซลลแ์ละภายนอกเซลลท่ี์เรียกวา่ การแพร่ (passive diffusion) หรือผา่น
กระบวนการ active transport โดยจะเกิดข้ึนผา่น transcellular (ผา่นผนงัเซลลข์อง enterocyte ) หรือ 
paracellular (ผา่น tight junction ) (Muangnoi,  2007) 
2.1.3  การใชแ้บบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลองร่วมกบั  Caco-2 model 
(Coupling in vitro digestion with the Caco-2 model) 
Garrett et al. (1999) ไดพ้ฒันา  in vitro และ Caco-2 human intestinal cells มาใชร่้วมกนั 
เพื่อท่ีจะประเมินการน าไปใชข้องเซลล ์ส าหรับ micellarized carotenoids  และสารท่ีละลายในไขมนั  
เม่ือผา่นกระบวนการยอ่ยแลว้ จะแยก micelle fraction ออกมา น ามากรองแลว้ท าเจือจาง สารละลายท่ีได้ 
จะน าไปใส่ในเซลลท่ี์ท าการเพาะเล้ียงไวแ้ลว้ (รูปท่ี 2) เพื่อท่ีจะศึกษาการน าไปใชแ้ละการเคล่ือนยา้ยของ 
micellar carotenoids  ซ่ึงเม่ือให ้micelle fraction ท่ีเจือจางแลว้ สัมผสักบัเซลลเ์ป็นระยะเวลา 4-6 ชัว่โมง 
พบวา่จะไม่มีผลกระทบต่อโครงสร้างของเซลลแ์ละกระบวนการเผาผลาญ 
จากการศึกษาของ  Chichumroonchokchai et al. (2004) ไดท้  าการศึกษาชีวภาพพร้อมใชข้อง 
lutein ใน Spinach puree และในผลิตภณัฑอ์าหารเสริม พบวา่  lutein ค่อนขา้งเสถียรในแบบจ าลอง
กระบวนการยอ่ยของทางเดินอาหาร โดย lutein และ zeaxanthin สามารถเกิดเป็น micelle ไดดี้กวา่ β-
carotene และ xanthophylls   และการใช ้Caco-2 เป็นเซลลท่ี์มีประสิทธิภาพในการศึกษาปัจจยัท่ีมีต่อการ
ดูดซึมของ carotenoids 
มีการศึกษาอยา่งมากมายเก่ียวกบัความเสถียรในการยอ่ย ,  bioaccessibility และ cell up takeโดย
การใช ้coupled in vitro digestion/Caco-2 cell uptake model  ซ่ึงแบบท าลองท่ีดีนั้นจะตอ้งสามารถท่ีจะ
ประเมินชีวภาพพร้อมใช ้ของสารพฤกษเคมีต่างๆ ในอาหารไดโ้ดยใชว้ธีิการท่ีสามารถกระท าไดง่้ายและ
สะทอ้นใหเ้ห็นถึงปัจจยัต่างๆท่ีอาจมีผลต่อการดูดซึมของสารพฤกษเคมีต่างๆ เช่น food matrix, food 
processing, digestion, และปฏิสัมพนัธ์ของสารกบัสารชนิดอ่ืนๆ ในอาหาร  ซ่ึงหากใชก้ารทดลองใน
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มนุษยห์รือในสัตวท์ดลองนั้นเป็นรูปแบบท่ีกระท าไดค้่อนขา้งยาก และใชง้บประมาณมาก ดงันั้น
ทางเลือกท่ีเหมาะสม คือการทดลองในหลอดทดลอง ซ่ึงจะช่วยประหยดัเวลาและงบประมาณได้
ค่อนขา้งมาก ซ่ึง  Caco-2 cell culture model จดัเป็นรูปแบบท่ีมีการศึกษาแลว้วา่มีประสิทธิภาพในการ
ทดสอบ  bioavailability ของสารตา้นอนุมูลอิสระในพฤกษเคมีต่างๆ เช่น แคโรทีนอยด ์คลอโรฟิลล ์ฟลา
โวนอยด ์เป็นตน้  
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2 การใชแ้บบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลองร่วมกบั Caco-2 model ในการศึกษาการ
น าไปใชท้างชีวภาพของแคโรทีนอยด์ (Failla et al., 2008) 
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รูปท่ี 3 ปฎิกิริยาการเส่ือมสลายและเปล่ียนเป็นสารประกอบยอ่ยของคลอโรฟิลลร์ะหวา่งการแปรรูปอาหาร 
(Ferruzzi et al., 2007) 
2.1.4 ชีวภาพพร้อมใชแ้ละการน าไปใชท้างชีวภาพของสารประกอบคลอโรฟิลล ์ 
 คลอโรฟิลลใ์นอาหารแบ่งเป็น 2 ส่วนประกอบหลกัคือ ส่วนท่ีสามารถละลายไดใ้นไขมนั
(lipophillic derivatives) ไดแ้ก่ คลอโรฟิลลแ์ละคลอโรฟิลลบี์ (พบในผกัสดและผลไมส้ด ) , Metal-free 
pheophytins และ Pyropheophytins (พบในผกัสีเขียวและผลไมท่ี้ผา่นกระบวนการใหค้วามร้อน), Zn-
pheophytins และ Zn-pyropheophytins (พบในผกัสีเขียวท่ีผา่นกระบวนการใหค้วามร้อน) และอีกประเภท
หน่ึงคือสารประกอบท่ีสามารถละลายน ้าได ้ไดแ้ก่ chorophyllides, pheophorbides และสารประกอบท่ีใชท้าง
การคา้คือ sodium copper chlorophyllin (SCC)  ซ่ึงปฏิกริยาการเส่ือมสลายและเปล่ียนเป็นสารประกอบยอ่ย
ของคลอโรฟิลลร์ะหวา่งการแปรรูปอาหารแสดงในรูปท่ี 3 (Ferruzzi et al., 2007) 
 ไดมี้การศึกษาวจิยัเก่ียวกบัการดูดซึมของสารประกอบคลอโรฟิลลพ์บวา่ มีระดบัของคลอโรฟิลล์
ในพลาสมาของหนูท่ีไดรั้บ  sodium copper chlorophyllin (SCC)  ทางปากและพบวา่มีการกระจายอยา่ง
รวดเร็วของ SCC ในหวัใจ ตบั ผวิหนงัและปอดของหนูทดลอง และ Egner et al. (2000) ไดแ้สดงหลกัฐาน
บ่งช้ีวา่ สารประกอบ SCC สามารถถูกดูดซึมไดโ้ดยร่างกายมนุษย ์ซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงในการศึกษาวจิยัผลของ
การป้องกนัมะเร็งของสารประกอบคลอโรฟิลลใ์นสาธารณรัฐประชาชนจีน เม่ือปี  ค.ศ. 1997 โดยใหผู้รั้บการ
ทดลองบริโภค SCC ในปริมาณ 300 มิลลิกรัมต่อวนัเป็นระยะเวลาติดต่อกนันาน 4 เดือน และท าการตรวจ
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ระดบัของสารประกอบคลอโรฟิลลใ์นเลือด พบวา่สารประกอบคลอโรฟิลลบ์างชนิดไดแ้ก่ Cu-chlorin e4 
ethyl ester ซ่ึงสรุปไดว้า่สารประกอบคลอโรฟิลลส์ามารถถูกน าไปใชใ้นร่างการมนุษยเ์พียงบางโครงสร้าง  
ประโยชน์ของ SCC ท่ีมีการศึกษาแลว้ ไดแ้ก่ การป้องกนัมะเร็ง รวมทั้งการตา้นอนุมูลอิสระ 
และการตา้นการก่อกลายพนัธ์ การจบักบัสารก่อกลายพนัธ์ุ ( mutagen trapping) การ modulation ของ
ระบบ xenobiotic metabolism ในร่างกาย และการเหน่ียวน าใหเ้กิด apoptosis       จากการศึกษาความ
เสถียรของ SCC ต่อระบบทางเดินอาหารในมนุษยโ์ดย โดยใช ้ in vitro digestion model และ Caco-2 cell  
โดยท าการศึกษาในตวัอยา่ง 3 ชนิดคือ SCC ในน ้า, SCC ในน ้าผสมกบั  10% corn oil และ SCC ในซอส
แอบเป้ิล ซ่ึงตวัอยา่งท่ีผา่นกระบวนการยอ่ยแลว้  ท าการวเิคราะห์ตวัอยา่งโดยใช ้  C18HPLC และตวั
ตรวจวดัคือ Photodiode array โดยพบวา่ SCC จะแบ่งออกเป็น 2 อนุพนัธ์ คือ Cu(II) chlorine e4 และ 
Cu(II) chlorine e6 เม่ือผา่น in vitro digestion model พบวา่ Cu(II) chlorine e4 จะมีความเสถียรมากกวา่
โดยมี % recovery ไดป้ระมาณ 70% ในขณะท่ี  Cu(II) chlorine e6 จะเกิดการเส่ือมสลายในระหวา่ง
กระบวนการยอ่ย และตวัอยา่ง  SCC in applesauce พบวา่ Cu(II) chlorine e6 ลดลง ดงันั้นองคป์ระกอบ
อ่ืนๆ จึงเป็นปัจจยัท่ีตอ้งน ามาพิจารณาดว้ย (Ferruzzi et al.,2002) 
Gallardo-Guerrero et al. (2008) ไดท้  าการศึกษาความคงตวั และการรวมกนัเป็น micelle รวมถึง
การ uptake โดย Caco-2 cell ของคลอโรฟิลลใ์นถัว่ Pisum sativum L.ในตวัอยา่งท่ีมีการเตรียมแตกต่าง
กนั ดงัน้ีคือ fresh pea(FP), cooked fresh pea(CFP), frozen pea(FZP), cooked frozen pea(CFZP) และ 
canned pea(CP) โดยพบวา่ ใน frozen pea(FZP) จะมีการเพิ่มข้ึนของ pheophytin และมีปริมาณของ 
Chlorophyllide เกิดข้ึนในปริมาณเล็กนอ้ย ส่วนใน canned pea(CP) จะพบวา่ในกระบวนการผลิตอาหาร
กระป๋องนั้น  จะมีการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 121 องศาเซลเซียส  ดงันั้นคลอโรฟิลลจ์ะมีการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างไปเป็น pheophytin และ pyropheophytin ดว้ยปฏิกิริยา pheophytinization และยงั
มีการเกิดออกซิเดชนั บริเวณ isocyclic ring ดงันั้นใน canned pea น้ีจึงไม่พบโครงสร้างของคลอโรฟิลล์
ท่ีมี Mg อยู่ ส่วนใน cook fresh pea(CFP) และ cooked frozen pea(CFP) พบวา่คลอโรฟิลลส่์วนใหญ่จะ
อยูใ่นรูปของ pheophytin และจะพบ pyropheophytin a และ pheophorbides a และ b ส่วนท่ีอยูใ่น
คลอโรฟิลลท่ี์มี Mg พบในปริมาณเล็กนอ้ย เม่ือพิจารณาถึงการเกิด micellarization พบวา่ในตวัอยา่งท่ี
ส่วนใน cook frozen pea (CFZP) จะสามารถท่ี form เป็น micelle ไดม้ากท่ีสุดประมาณ 57% หาก
พิจารณาการ up take โดย Caco-2 human cell พบวา่ pheophorbide a ถูกดูดซึมไดม้ากท่ีสุดในทุกตวัอยา่ง 
หากพิจารณาจากการเตรียมจะพบวา่ CFZP จะมีถูก up take ไดม้ากท่ีสุด และ Fresh pea(FP) ถูก up take 
ไดน้อ้ยท่ีสุด ดงันั้นแสดงใหเ้ห็นวา่ในกระบวนการถนอมอาหารท่ีใชใ้นโรงงานอุตสาหกรรม เช่น การแช่
แขง็และการท าอาหารกระป๋อง การใหค้วามร้อน มีผลเชิงบวกต่อ bioaccessibility และ  bioavailability 
ของคลอโรฟิลล ์  
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ซ่ึงจากงานวจิยัต่างๆ นั้นแสดงใหเ้ห็นวา่สารประกอบคลอโรฟิลล์ สามารถน าไปใชไ้ดใ้น
ร่างกายมนุษยใ์นบางโครงสร้าง ซ่ึงลกัษณะกลไกการดูดซึมของคลอโรฟิลลน์ั้นมีลกัษณะท่ีคลา้ย คลึงกบั
การดูดซึมของ xenobiotic compounds อ่ืนๆ (รูปท่ี 4) ซ่ึงมีผลมาจากปัจจยัดงัต่อไปน้ีคือ (Ferruzzi et al., 
2007) 
 1.ประสิทธิภาพของการปลดปล่อยคลอโรฟิลลอ์อกจากอาหาร 
 2. ความคงตวัในระบบยอ่ยอาหารในกระเพาะและล าไส้ 
 3. การละลายของสารประกอบท่ีละลายไดใ้นไขมนั 
 4. การถูกดูดซึมโดย Epithelial cells ของล าไส้เล็ก 
 5. การหลัง่ออกมาสู่ระบบหมุนเวยีนโลหิต 
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รูปท่ี 4 แสดงการยอ่ยและการดูดซึมของคลอโรฟิลล ์(A: chlorophyll derivatives และ B: sodium copper 
chlorophyllin (SCC) derivatives) 
(Ferruzzi et al., 2007) 
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นอกจากสารประกอบคลอโรฟิลลแ์ลว้ในรางจืดยงัมีสารประกอบฟีนอลิก จากการศึกษาของ 
Bernúdez-Soto et al. (2007) โดยท าการศึกษาความคงตวัของสารประกอบโพลีฟีนอลใน Chokeberry 
(Aronia melanocarpa) เม่ือผา่นกระบวนการ in vitro gastric และ pancreatic digestion โดยตรวจวดั
ปริมาณของ total recovered phenolics หลงัจากผา่นกระบวนการ gastric digestion แลว้พบวา่ ไม่มีผลต่อ
การเปล่ียนแปลงของ major phenolic compounds ซ่ึงไดแ้ก่ anthocyanins, flavan-3-ols, flavonols และ 
caffeic acid derivatives อยา่งไรก็ตามส่วนประกอบเหล่าน้ีมีการเปล่ียนแปลงหลงัจากผา่นกระบวนการ 
pancreatic digestion อยา่งมีนยัส าคญั โดยเฉพาะ anthocyanins ซ่ึงมีการสูญเสียปริมาณ 43% ส่วน 
flavan-3-ols และ flavonols ลดลง 26% และ 19% ตามล าดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาท่ีผา่นมาวา่ 
dietary polyphenols มีความไวสูงต่อภาวะด่างอ่อนๆ ในล าไส้เล็กและสัดส่วนของสารประกอบเหล่าน้ี
สามารถเปล่ียนไปเป็นรูปแบบโครงสร้างใหม่ท่ีมีผลต่อคุณสมบติัทางเคมี และผลต่อเน่ืองต่อการน าไปใช้
ไดท้างชีวภาพ และฤทธ์ิทางชีววทิยา 
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บทที ่3 
วธีิด าเนินการวจัิย 
 
3.1. การเตรียมสารสกดัรางจืด 
3.1.1 การเตรียมใบรางจืดผง ใชใ้บรางจืดของโรงพยาบาลครบุรี อ.ครบุรี จ.นครราชสีมา
ในช่วงเดือนมิถุนายน – ตุลาคม  2553  โดยท าแหง้ดว้ยตูอ้บ ท่ีอุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส  นาน 6 ชัว่โมง  
หลงัจากนั้นน าไปป่ันดว้ยเคร่ืองป่ัน (Mitsubishi, MX-T1PW, Thailand )เพื่อใหไ้ดใ้บรางจืดผง และบรรจุ
แบบสุญญากาศ น าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปใชใ้นการทดลอง 
การเตรียมสารสกดัรางจืด เตรียมสารสกดัรางจืด 3  ชนิด คือ  สารสกดัน ้า  อะซีโตน  และเอ
ทานอล  ตามวธีิของ  Oonsivilai (2006) คือ น าใบรางจืดผง  100  มิลลิกรัม น าไปใส่ในหลอด Centrifuge 
พลาสติกขนาด 15  มิลลิลิตร เติมน ้าร้อน( 100  องศาเซลเซียส  ) หรืออะซีโตน  หรือเอทานอล   ปริมาตร  
12 มิลลิลิตร แลว้น าไปใส่ในเคร่ืองเขยา่แบบควบคุมอุณหภูมิ (JULABO, SW22, USA) ท่ีอุณหภูมิ  25 
องศาเซลเซียส นาน  15  นาที  ต่อมาน าไปเขา้เคร่ือง  Centrifuge (Hettich, universal 16R, USA)  ท่ี  
3,000 g  3 นาที  โดยแยกส่วนของเหลวกรองดว้ยกระดาษกรอง และ ท าการสกดัซ ้ าอีก  2  คร้ัง  แลว้น า
ส่วนท่ีเป็นของเหลวทั้ง 3 คร้ังรวมกนั  และกรองดว้ยเคร่ืองกรองแบบสุญญากาศ ปรับปริมาตรใน 
Volumetric flask 50 มิลลิลิตร ปิเปตสารสกดัใส่หลอดทดลอง (ขนาด  5 มิลลิลิตร) ปริมาณ  2  มิลลิลิตร  
เฉพาะสารสกดัน ้าน าไปแช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้น าไปท าแหง้โดย
เคร่ือง Freeze  drier (GEA, LYOVAC GT2-S, MD) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ส่วนสารสกดัอะซีโตนและเอทา
นอล น าไปเขา้เคร่ือง  Therbo vap (Caliper, LV, USA ) เพื่อก าจดัตวัท าละลายอะซีโตนและเอทานอล 
จดัเก็บสารสกดัท่ีอุณหภูมิ 
 -20องศาเซลเซียส จากนั้นไล่ออกซิเจนดว้ยก๊าซไนโตรเจนแลว้ปิดฝาใหแ้น่นและซีลดว้ยพาราฟิลม์ เก็บ
ตวัอยา่งในภาชนะทึบแสง ก่อนน าไปใชใ้นการทดลอง 
 
3.2 การศึกษาคุณลกัษณะทางเคมีของสารสกดัรางจืดโดยวธีิ High Performance Liquid  
Chromatography (HPLC) (ตามวธีิของ Oonsivilai et al., 2007) 
เตรียมสารละลาย คือ อะซีโตน อะซีโตไนไตรล ์เอทานอล เอทิลอะซีเตต และเมทานอล เกรด  
HPLC  เตรียมสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมอะซีเตต 1.0 M  น าไปเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ 2 เท่า และปรับ 
pH 4.6  โดยใช ้glacial acetic acid โดยมีสารละลายมาตรฐาน คือ chlorophyll a, chlorophyll b, lutein, 
phenolic acids และ apigenin  ส่วน   Pheophytin a และ b เตรียมสารมาตรฐานจาก chlorophyll a และ 
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chlorophyll b  โดย  chlorophyll a  หรือ chlorophyll b  1 มิลลิกรัม ละลายดว้ยอะซีโตน 10 มิลลิลิตร  
เติมไฮโดรคลอริก 0.1 N   5  มิลลิลิตร 
3.2.1 การวเิคราะห์ chlorophyll และ carotenoid    
Column คือ Grace-Vydac 201TP54 reversed- phase (4.6x 250 mm) Polymeric C 18 ใน guard  
column เหมือนกบั stationary phase  binary mobile phase คือ เมทานอลต่อน ้าต่อแอมโมเนียมอะซีเตต  
(73: 25: 2 v/v/v) ใน reservoir A  และ  ethyl acetate ใน reservoir B  โดย A ใหอ้ตัราการไหล  1.0 
มิลลิลิตรต่อนาที  ตอนเร่ิมตน้อตัราการไหลจะเป็น 100%  หลงัจากนั้น 10 นาที จะมีอตัราส่วน 50/50  
A/B  นาน 10 นาที 5  นาทีถดัไปจะกลบัเป็น A 100%  และกลบัสู่สภาวะเดิมอีก 5 นาที รวมเป็น  30 นาที
ในแต่ละตวัอยา่ง จะพบ chlorophylls และ carotenoid ดูไดจ้ากขอ้มูลช่วง 250 และ 600  นาโนเมตร เทียบ
กบัขอ้มูลของสารมาตรฐาน 
3.2.2 การวเิคราะห์สารประกอบ phenolic 
    ใช ้ reverse phase column คือ Waters NovaPak C18 (3.8 mm I.d. x 150 mm) ส่วน guard 
column คือ Waters NovaPak C18  ใหอ้ตัราการไหล  1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ท่ี 35 องศาเซลเซียส  binary 
mobile phase  เป็น น ้าต่ออะซีติก อตัราส่วน 98:2 v/v  ใน reservoir A  และ  อะซีโตไนไตรล์  ใน 
reservoir B    โดยช่วงเร่ิมตน้มีอตัราส่วนของสารละลาย A/B คือ 99:1 v/v  ถึง 70:30 v/v นาน 20 นาที 
ทิ้งไวอี้ก  5  นาทีจะกลบัมาเป็นอตัราส่วนเดิม และ  5  นาทีถดัไปเขา้สู่สมดุล รวมเป็น  30 นาทีในแต่ละ
ตวัอยา่ง จะพบสารประกอบ phenolic  ดูไดจ้ากขอ้มูลช่วง 200 และ 500  นาโนเมตรเทียบกบัขอ้มูลของ
สารมาตรฐาน 
3.2.3 การวเิคราะห์ปริมาณของ Total phenolic ในสารสกดัรางจืด (ตามวธีิของ Oonsivilai et 
al., 2007) 
ปริมาณ Total phenolic  ในสารสกดัรางจืด  โดยการน าท าละลายสารสกดัแหง้ดว้ยตวัท า
ละลาย น ้า หรือ อะซีโตน หรือเอทานอล แลว้ ปิเปตสารละลายตวัอยา่งละ  20  ไมโครลิตร ใส่ในหลอด
ทดลองแลว้เติมน ้า  1.58  มิลลิลิตร  เติมสารละลาย  Folin-Ciocalteu  100  ไมโครลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนั
ดว้ยเคร่ือง  Vortex  ทิ้งไว ้ 5  นาที  เติม โซเดียมคาร์บอเนต (20% w/v)  2  มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัอีก
คร้ัง  แลว้จึงเก็บไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิเป็นเวลา  2  ชัว่โมง  หลงัจากนั้นจึงน ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ย
เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer )  (Biochrom, Libra S22 S/N 97765, UK )  ท่ีความยาว
คล่ืน  765  นาโนเมตร และหา  Total  Phenolic  Compound  โดยใช ้ gallic  acid  เป็นมาตรฐาน  ระดบั
ความเขม้ขน้ของ gallic  acid  ท่ีใชใ้นการสร้างกราฟมาตรฐานคือ  0 , 50 , 100 , 150  และ 200  ppm  ใน 
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95% เอทานอล  ผลการวเิคราะห์รายงานในรูปสมมูลของมิลลิกรัม  gallic  acid ต่อ100 มิลลิกรัมของ
น ้าหนกัแหง้ 
 
 
 
3.3 การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระในสารสกดัรางจืด 
 3.3.1 วธีิ 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity (Oonsivilai et al., 
2007) 
 โดยการท าละลายสารสกดัแหง้ดว้ยตวัท าละลายน ้า อะซีโตน หรือเอทานอล แลว้ปิเปตสารละลาย
ตวัอยา่ง ตวัอยา่งละ  100  ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมสารละลาย DPPH 1.90 มิลลิลิตร ผสมให้
เขา้กนัดว้ยเคร่ือง  Vortex  แลว้เก็บไวใ้นท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา  15  นาที  หลงัจากนั้นท าการวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  ( Biochrom, Libra S22 S/N 97765, UK )  
ท่ีความยาวคล่ืน  515  นาโนเมตร และค านวณหา % inhibition จากสูตร 
% inhibition = (Ablank – Asample/Ablank) x 100 
3.3.2 วธีิ Ferric-reducing antioxidant power (FRAP) (Oonsivilai et al.,2006)   
โดยท าการเตรียมสารละลาย FRAP จากสารละลาย acetate buffer (pH 3.6), TPTZ 10 mMใน 
HCl เขม้ขน้ 40 mM และสารละลาย ferrous chloride เขม้ขน้ 20 mM ในอตัราส่วน 10:1:1 (v/v) 
ตามล าดบั สารละลาย FRAP จะตอ้งเตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนใชง้าน และน าไปอุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 
ท่ี 37 องศาเซลเซียส ก่อนท่ีจะน ามาใช ้  
ในทดสอบดว้ยวธีิน้ี  จะใชส้ารสกดัปริมาณ 50 ไมโครกรัม  แลว้เติมสารละลาย FRAP ปริมาตร 
1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บไวใ้นท่ีมืดเป็นระยะเวลาเวลา 4 นาที น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 593 นา
โนเมตร โดยท าการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของสารละลาย ferric sulfate ท่ีมีความเขม้ขน้อยู่
ในช่วง 100-2000 µM โดยท าการทดลองจ านวนสามซ ้ าและหาค่าเฉล่ีย  
3.3.3 วธีิ Scavenging activity of ABTS radical cation (Meot-Duros et al., 2009)  
ท าการเตรียมสารละลาย ABTS  ท่ีมีความเขม้ขน้ 7 mM โดยใชน้ ้าเป็นตวัท าละลาย และเตรียม
สารละลาย potassium persulfate ท่ีมีความเขม้ขน้ 140 mM  ผสมสารละลาย ABTS ท่ีมีความ 7 mM 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร กบัสารละลาย 140 mM ปริมาตร 35.5 µl ในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวใ้นท่ีมืด 16 ชัว่โมง ท่ี
อุณหภูมิหอ้งก่อนน ามาใชง้าน จะได ้stock ABTS radical cation  แลว้เจือจาง Stock ABTS radical cation 
ดว้ยน ้ากลัน่ปราศจากไอออนใหไ้ดค้่าการดูดกลืนแสงท่ี 734 nm เท่ากบั 0.700 ± 0.02 (ตอ้งเตรียมใหม่ทุก
คร้ังก่อนการใชง้าน)  
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เตรียมตวัอยา่งสารสกดัท่ีความเขม้ขน้ต่างๆปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองและใชน้ ้า
กลัน่เป็นชุดควบคุมเติม ABTS 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 6 นาที และวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 nm น าค่าท่ีไดไ้ปค านวณหา % inhibition ตามสมการดงัน้ี 
% Inhibition = [(A734 control – A 734 test sample) / A 734 control] x 100 
 
3.4 การศึกษาชีวภาพพร้อมใช้และการน าไปใช้ทางชีวภาพของสารสกดัรางจืด 
  3.4.1 แบบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลอง (In vitro simulated digestion models) 
 3.4.1.1 Gastric phase (ตามวธีิของ ferruzzi et al., 2001) 
  น าสารสกดัรางจืดน ้า แอทานอลและอะซีโตน โดยปริมาณของรางจืดสกดัเม่ือเทียบกบัใบสดเท่ากบั 1 
กรัม โดยท าการเติม 120 mM NaCl ปริมาณ 20 มิลลิลิตรใน polypropylene tube ขนาด 50 มิลลิลิตร แลว้น า 
homogenized  แลว้ปรับ pH 2.0± 0.1 ดว้ย 1 M HCl  แลว้เติม pepsin ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นปรับ
ปริมาตรใหเ้ป็น 40 มิลลิลิตร ดว้ย 120 mM จากนั้นไล่ออกซิเจนดว้ยก๊าซไนโตรเจน แลว้ปิดฝาใหแ้น่นและซีล
ดว้ยพาราฟิลม์ แลว้น าไปบ่มใน shaking waterbath  ท่ีอุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 ชัว่โมง  
  3.4.1.2 Small intestinal phase (ตามวธีิของ ferruzzi et al., 2001) 
            ใชต้วัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยจาก gastric phase ท าการปรับ  pH 6.0±0.1 ดว้ย 1 M sodium bicarbonate 
(NaHCO3) เติม crude bile extract จากนั้นเติม pancreatin ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ β-glucosidase ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ในหลอดทดลองท่ีตอ้งการท าปฏิกิริยา จากนั้นท าการปรับ pH ของตวัอยา่งใหเ้ป็น 6.5± 0.1 ดว้ย 1 M 
NaHCO3 จากนั้นไล่ออกซิเจนดว้ยก๊าซไนโตรเจนแลว้ปิดฝาใหแ้น่นและซีลดว้ยพาราฟิลม์ แลว้น าไปบ่มใน 
shaking waterbath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2 ชัว่โมง  
 หลงัจากผา่น  small intestinal phase แลว้ ส่วนท่ีไดเ้รียกวา่ digesta ซ่ึงปิเปตสาร 10 มิลลิลิตร ใส่ใน 
polypropylene tube ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จากนั้นไล่ออกซิเจนดว้ยก๊าซไนโตรเจนแลว้ปิดฝาใหแ้น่นและซีล
ดว้ยพาราฟิลม์ น าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาวเิคราะห์ซ่ึงตอ้งไม่เกิน 2 สัปดาห์ 
  3.4.1.3 การแยกส่วนของ aqueous fraction จาก digesta (ตามวธีิของ ferruzzi et al., 2001) 
 น าส่วนของ digesta  ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ัน
เหวีย่ง ท่ี 8,000 rpm เป็นเวลา 90 นาที เพื่อท่ีจะแยกส่วนใสออก  จากนั้นใชเ้ขม็ขนาด 10 มิลลิลิตร แลว้กรอง
ดว้ยเยือ่กรองขนาด 0.22 ไมครอน สารละลายท่ีไดน้ าไปไล่ออกซิเจนดว้ยก๊าซไนโตรเจนแลว้ปิดฝาใหแ้น่น
และซีลดว้ยพาราฟิลม์ น าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20องศาเซลเซียส   
3.4.2 Cell culture (ตามวธีิของ ferruzzi et al., 2001 และ Garret et a., 1999) 
 เซลลม์ะเร็งล าไส้ใหญ่ (Caco-2 cell) จาก Suranaree University of Technology 
(Nakhonratchasima, Thailand) โดยใช ้passage ท่ี 29-32 ท าการเล้ียงเซลลใ์น 75-T flask ( ขนาด 75 cm2) 
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โดยเซลลท่ี์ใชใ้นการเล้ียงเร่ิมตน้ เท่ากบั  4x105 cells/cm2  และเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลทุ์ก 2 วนั โดย
อาหารเล้ียงเซลลท่ี์ใช ้คือ complete medium ท่ีมีกลูโคสในปริมาณสูง  (DMEM) ใช ้10.0 % heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS), กรดอะมิโนไม่จ  าเป็น (non-essential amino acid) 10 มิลลิลิตร/
ลิตร, แอล-กลูตามีน (L-glutamine) 2.0 มิลลิโมล/ลิตร, แอมโฟเทอริซิน บี  (amphotericin B) 0.5 
มิลลิกรัม/ลิตร, เจนตาไมซิน( gentamicin) 50 มิลลิกรัม/ลิตร , HEPES 15 มิลลิโมล/ลิตร  และ โซเดียมไบ
คาร์บอเนต (sodium bicarbonate) 44  มิลลิโมล/ลิตร โดยเซลลท่ี์ท าตอ้งการทดสอบจะเล้ียงในแพลทพลา
สติกแบบ 12 หลุม โดย passage ท่ีใชอ้ยูร่ะหวา่ง 22-35 ในระหวา่งการเล้ียงเซลลน้ี์ใหใ้ชอ้ตัราส่วนของ
อากาศและคาร์บอนไดออกไซด ์เป็น  95:5 หลงัจากท่ีท าการเล้ียงเซลลเ์ป็นระยะเวลาประมาณ 11-14 วนั 
จะท าการลา้งเซลลด์ว้ย Hank’s balanced salt solution คร้ังละ 1 มิลลิลิตร จ านวน 2 คร้ัง  จากนั้นเจือจาง
สารท่ีไดจ้ากการยอ่ยท่ีไดจ้ากขอ้ 1.3 ดว้ย basal DMEM  ในอตัราส่วน 1: 3 ใส่ในแพลทท่ีมีเซลลอ์ยู ่  
น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมง โดยใชอ้ตัราส่วนของอากาศและ
คาร์บอนไดออกไซด ์เป็น  95:5 เม่ือครบระยะเวลาท่ีก าหนดจะท าการปิเปตส่วนของอาหารเล้ียงเซลล์
ออก แลว้ลา้งเซลล ์ monolayer ดว้ย ice-cold Hank’s balanced salt solution ท่ีมี sodium taurocholate 
ความเขม้ขน้ 5.0 mmol/l จ านวน 2 คร้ัง ท าการเก็บเซลลท่ี์ไดใ้น 1 มิลลิลิตร  ของ ice-cold Hank’s 
balanced salt solution ท่ีมีเอทานอล  10.0%  และ BHT เขม้ขน้  45 µmol แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส  
3.4.3 ความคงตัวในกระบวนการย่อย (ตามวธีิของ ferruzzi et al., 2001) 
 น าสารสกดัรางจืดทั้งท่ีผา่นการยอ่ยและไม่ผา่นการยอ่ยมาท าละลายท่ีอุณหภูมิหอ้ง โดยใช้  
aliquots ปริมาตร 6 มิลลิลิตร แลว้ปิเปตใส่ในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร และเติมเอทานอล   90% 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าสารละลายท่ีไดไ้ป sonicate เป็นระยะเวลา 10 นาทีและน าไป vortex เป็นเวลา 2 
นาที น าไปป่ันเหวีย่ง ท่ี 3,500 rpm เป็นระยะเวลา 15 นาที  โดยท าซ ้ า 3 รอบ น าส่วนใสท่ีไดท้ั้งหมดไป
ระเหย (Buchi Rotavapor R-124, switerzerland) ท่ี 45องศาเซลเซียส  ส่วนของสารละลายท่ีไดน้ าไป
ละลายดว้ยเมทานอล 
ความคงตวัในกระบวนการยอ่ย(%)   =  
ปริมาณสารหลงัการยอ่ยปริมาณของสารก่อนการยอ่ย
 x100 
3.4.4 การวเิคราะห์ aqueous fraction (ตามวธีิของ ferruzzi et al., 2001) 
น าส่วนของ aqueous fraction มาท าละลายท่ีอุณหภูมิหอ้ง  แลว้ใส่ในหลอดทดลองขนาด 50 
มิลลิลิตร เติม 90% ethanol ปริมาตร 30 มิลลิลิตร น าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที แลว้ vortex เป็น
ระยะเวลา 2 นาที round bottom flask ขนาด 50 มิลลิลิตร แลว้น าไปท าแหง้ (Buchi Rotavapor R-124 
switerzerland) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส น าสารท่ีผา่นการท าแหง้แลว้ไปละลายดว้ย absolute ethanol 
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ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อน าไปใชใ้นการวเิคราะห์ต่อไปดว้ยวธีิ High Performance Liquid  
Chromatography   เพื่อค านวณหา % aqueous fraction 
 
                                        % aqueous fraction =  
ปริมาณสารใน 𝑎𝑞𝑢𝑒𝑜𝑢𝑠 𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛
ปริมาณของสารก่อนท าการยอ่ย
 x100 
 
3.4.5 การวเิคราะห์ การดูดซึมสารของ Caco-2 human intestinal cells (ตามวธีิของ ferruzzi et 
al., 2006) 
น าสารตวัอยา่งท่ีไดจ้าก Caco-2 human intestinal cells ซ่ึงประกอบไปดว้ย  เซลลแ์ละ ส่วนของ 
aqeous fraction ไปอุ่นใน shaking waterbath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  โดยเติมสารละลายโปรติเอส 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เป็นระยะเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเติม 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS)ในเอ
ทานอล แลว้ vortex เป็นระยะเวลา 1 นาที  แลว้เติมสารละลายอะซีโตนและปิโตรเลียมอีเทอร์(อตัราส่วน 
1:2) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวีย่ง ท่ี 2000 g  โดยเก็บส่วนของปิโตรเลียมอีเทอร์ ท าซ ้ า 3 คร้ัง 
น าส่วนท่ีไดท้ั้งหมด ไปท าแหง้โดยใชไ้นโตรเจน แลว้วเิคราะห์ต่อ ดว้ยวธีิ High Performance Liquid  
Chromatography   เพื่อท่ีจะน าไปค านวณหา % cell uptake 
 
              (%) cell uptake   =  
ปริมาณสารหลงัจากการบ่มในเซลลเ์ป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมงปริมาณของสารท่ีมีอยูใ่นอาหารท่ีท าการทดสอบ
(test medium)
 x100 
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บทที่ 4 
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 
     
1. การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิทั้งหมด  และความสามารถในการเป็นสารต้านอนุมูล
อสิระในสารสกดัรางจืด 
1.1  การวเิคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดัรางจืด ท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายท่ีแตกต่างกนัคือ 
น ้า, เอทานอล, และอะซีโตน วเิคราะห์โดยการใช ้ Folin-Ciocalteu  reagent   ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด
ของสารสกดัแต่ละชนิดไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 1 ซ่ึงพบวา่ตวัอยา่งท่ีสกดัดว้ยน ้ามีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด
สูงกวา่เอทานอล และอะซีโตน โดยรางจืดท่ีสกดัดว้ยน ้ามีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดสูงสุด (3037.07 mg 
GAE /100 g RM) และรางจืดท่ีสกดัดว้ยอะซีโตนมีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด ต ่าสุด (120.87  mg GAE / 
100 g RM) โดยปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกดัรางจืดมีปริมาณใกลเ้คียงกบัการศึกษาของรัชฎาพร
และคณะ (2006) 
 
ตารางที ่3 : ปริมาณฟีนอลกิทั้งหมดของสารสกดัรางจืด ทีส่กดัด้วยน า้ เอทานอล และอะซีโตน  
 
Total Phenolics (mg GAE / 100 g RM) 
Water Ethanol Acetone 
3037.07 ±  107.054a 1768.42±198.54 120.87  ±  18.821 
a  หมายถึง ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย  ±  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
1.2 การวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ 
วธีิการท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ ไดแ้ก่ 1,1-diphenyl-2-
picrylhy-drazyl (DPPH) , 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) และ 
Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay   
   การวเิคราะห์ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระดว้ย 1,1-diphenyl-2-picrylhy-drazyl (DPPH) 
เป็นการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัในการรวมตวักบั DPPH ท่ีอยูใ่นรูปอนุมูลอิสระท่ีเสถียรท่ีอยูใ่น
สารละลาย โดย  DPPH คือ อนุภาคอิสระท่ีเ สถียรและสามารถรับอิเล็กตรอนได้  เม่ือไดรั้บอะตอม
ไฮโดรเจนจากโมเลกุลอ่ืนจะท าใหเ้ปล่ียนเป็นโมเลกุลท่ีไม่เป็นอนุมูลอิสระ  
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การวเิคราะห์ ดว้ย 2,2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) เป็นการวดั
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดั โดย ABTS จะถูกเปล่ียนเป็นอนุมูลอิสระดว้ยการเติม
โซเดียมเปอร์ซลัเฟต (K2S2O8) และดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 734 นาโนเมตร 
ส่วนการวเิคราะห์ดว้ย Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay  เป็นการวดั
ความสามารถ ในการตา้นอนุมูลอิสระทั้งหมดซ่ึงเกิดจาก การรีดิวซ์ โดยใชส้ารประกอบเชิงซอ้นของ
เหล็กเฟอริค Fe3+ กบั TPTZ (ferric tripyridyltriazine)  ไดส้ารประกอบเชิงซอ้นของเหล็กเฟอรัส Fe2+ กบั 
TPTZ ซ่ึงมีสีน ้าเงิน  และดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 593 นาโนเมตร  
ในการศึกษาไดว้เิคราะห์ความสามารถของสารสกดัในการตา้นอนุมูลอิสระ ใช ้ BHT และ 
Ascorbic acid เป็นตวัควบคุมไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 4  
 
ตารางที ่4 : ความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระของสารสกดัรางจืดทีส่กดัด้วยตัวท าละลายชนิดต่างๆ  
Assay 
IC50 (mg / ml) 
Water Ethanol Acetone BHT Ascorbic acid 
DPPH 2.438 ± 0.182 a 4.695±  1.534 51.910  ±  8.994 0.339  ±  0.039 0.036  ±  0.00 
ABTS+ 1.198  ±  0.211a 25.477  ±  0.159 65.687  ±  0.914 0.0853 ± 0.0075 0.0478 ±  0.0088   
 Total Antioxidant activity (mmol Fe 2+/ g RM) 
FRAP  0.294 ± 0.0898 a 0.048  ±  0.1015 0.018  ±  0.0817 2.379   ±  0.871  
a หมายถึง ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย  ±  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
จากการศึกษาความสามารถในการ ตา้นอนุมูลอิสระ ของสารสกดั รางจืด ดว้ยวธีิ DPPH assay, 
ABTS assay และ FRAP assay พบวา่ โดยพบวา่ รางจืดท่ีสกดัดว้ยน ้ามีความสามารถในการตา้นอนุมูล
อิสระสูงสุด  และรางจืดท่ีสกดัดว้ยอะซีโตนมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระต ่าท่ีสุด  หาก
เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานคือ BHT และ Ascorbic acid  และความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
ของสารสกดัจะสอดคลอ้งกบัปริมาณของ Total phenolic ท่ีมีในตวัอยา่ง หากสารสกดัใดมีปริมาณของ 
Total phenolic มากจะมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากเช่นกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษา
ความสัมพนัธ์ของปริมาณฟีนอลิกกบัความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของ Jacobo- 
Velazquez และคณะ(2009)  
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2. การศึกษาคุณลกัษณะทางเคมีของสารสกดัรางจืดโดยวธีิ High Performance Liquid  Chromatography  
(HPLC) (ตามวธีิของ Oonsivilai et al., 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 5 การวเิคราะห์ฟีนอลิกของสารสกดัรางจืดดว้ยวธีิ HPLC (1= protocatechuic acid, 2= Caffeic acid,  
3- 6 = กลุ่ม Glucosides , 7= Apigenin) 
  
จากการศึกษาไดศึ้กษา  Phenolic Profile ของสารสกดัรางจืดน ้า  โดยวธีิ High Performance 
Liquid  Chromatography  (HPLC) พบวา่ส่วนใหญ่เป็นสารประเภทฟีนอลิก ไดแ้ก่ Protocatechuic acid, 
caffeic acid และสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์ไดแ้ก่ apigenin รวมถึงกลุ่มกลูโคไซด ์ดงัรูปท่ี 5 ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ วรียทุธ (2522)  และ Oonsivilai et al. (2007) ส่วนในสารสกดัรางจืดเอทานอล พบ
สารพฤกษเคมีท่ีเป็นองคป์ระกอบหลกัดงัน้ี คือ chlorophyll a  chlorophyll b และ pheophorbide a, 
pheophytin a  
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3. ศึกษาความคงตวัต่อการยอ่ย (Digestive stability) ของสารออกฤทธ์ิในสารสกดัรางจืด 
การใช้แบบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลอง ( in vitro simulated digestion models) 
เป็นการประยกุตแ์ละเลียนแบบระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์อวยัวะท่ีถูกเลียนแบบในแบบจ าลองน้ีคือ 
ปาก กระเพาะอาหาร และล าไส้เล็ก  โดยจะเลียนแบบทั้งท่ีเป็นส่วนของเหลวต่าง ๆ ท่ีอยูใ่นแต่ละอวยัวะ 
เช่น เอนไซม ์ ค่าความเป็น กรด – ด่าง และระยะเวลาท่ีอาหารอยูใ่นแต่ละอวยัวะ  ซ่ึงแบบจ าลองน้ีไดถู้ก
น าไปใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพของสารต่างๆ  อยา่งหลากหลาย   เพื่อท่ีจะพิจารณาถึงความเสถียร
ของสารเม่ือผา่นการระบบยอ่ยอาหาร(digestion stability) 
 
ตารางท่ี 5 ความคงตวัต่อกระบวนการยอ่ย (Digestive Stability) ของสารสกดัรางจืด 
ตวัอยา่ง 
สารสกดัน ้า สารสกดัเอทานอล 
Total 
phenolic 
% recovery of chlorophyll a % recovery of chlorophyll b 
Total 
chlophyll 
Gastric 87.05±4.38a% 82.059±7.89% 78.09±4.65% 80.05±8.63% 
Digesta 89.04±5.69% 84.07±8.96% 78.07±7.89% 81.58±5.87% 
a หมายถึง ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย  ±  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ(P<0.05) 
รูปท่ี 6 ความคงตวัต่อการยอ่ย (Digestive stability) ของสารออกฤทธ์ิในสารสกดัรางจืดแอทานอล 
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จากการศึกษาความเสถียรของสาร ต่างๆในสารสกดัรางจืดน ้า และเอทานอล พบวา่  สกดัรางจืด
น ้า ค่อนขา้งเสถียรในแบบจ าลองกระบวนการยอ่ยของทางเดินอาหาร โดย สารกลุ่มฟีนอลิกจะมีการ
เปล่ียนแปลงนอ้ยมาก แต่สารกลุ่มฟลาโวนอยด์   คือ Apigenin จะมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นสารกลุ่ม 
Apigenin glucosides ดงัรูปท่ี 8 
ส่วนสารสกดัรางจืดเอทานอล ซ่ึงมีพฤษเคมีหลกั ประกอบไปดว้ย  chlorophyll a  
chlorophyll b และ pheophorbide a, pheophytin a และ lutein เม่ือผา่นแบบจ าลองระบบทางเดิน
อาหารในหลอดทดลอง มีการเปล่ียนแปลง คือ คลอโรฟิลลส่์วนใหญ่จะ มีการเปล่ียนแปลงไปอยู่ ในรูป
ของ pheophytin, pyropheophytin a และ pheophorbides a และ b ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ
(Ferruzzi et al., 2007)  เน่ืองจากความเป็นกรดในระบบทางเดินอาหาร ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลง
โครงสร้างของคลอโรฟิลล ์โดย Mg2+ หลุดออกจากโครงสร้าง ท าใหมี้การเปล่ียนแปลงของสีจากสีเขียว
ไปเป็นสีน ้าตาล โดยเรียกกระบวนการน้ีวา่ Pheophytinization  แต่ปริมาณของ  Total chlorophyll ไม่
แตกต่างกนั 
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4. การน าไปใชท้างชีวภาพของสารสกดัรางจืด   
ตารางท่ี 6 ความความสามารถในการถูกดูดซึมใน Caco-2 cells ของสารสกดัรางจืด 
 
ตวัอยา่ง 
สารสกดัน ้า สารสกดัเอทานอล 
Total 
phenolic 
% recovery of chlorophyll a % recovery of chlorophyll b 
Total 
chlophyll 
Gastric 55.00±5.8% 42.04±7.8% 47.86±8.5% 45.00±7.4% 
Digesta 56.00±5.9% 37.50±6.8% 46.52±7.6% 47.85±6.3% 
 
จากการทดสอบความสามารถในการถูกดูดซึมของสารสกดัรางจืดน ้า และเอทานอลใน Caco-2 
cells พบวา่ สารสกดัรางจืดน ้าสามารถถูกดูดซึมไดดี้กวา่ ประมาณ 55-56% เน่ืองจาก เป็นสารท่ีละลายน ้า
ได ้ดงันั้น จึงมีความสามารถในการแพร่เขา้ไป Caco-2 cells ส่วนสารสกดัรางจืดเอทานอล มีพฤษเคมี
หลกัท่ีเป็นสารประกอบคลอโรฟิลล์  และแคโรทีนอยด ์ซ่ึงเม่ือผา่น แบบจ าลองระบบทางเดินอาหารใน
หลอดทดลอง แสดงใหเ้ห็นวา่สารประกอบคลอโรฟิลล์  สามารถน าไปใชไ้ดใ้นร่างกายมนุษยใ์นบาง
โครงสร้าง  ซ่ึงสามารถถูกดูดซึมไดป้ระมาณ 42-47 %  ซ่ึงลกัษณะกลไกการดูดซึมของคลอโรฟิลลน์ั้นมี
ลกัษณะท่ีคลา้ย คลึงกบัการดูดซึมของ xenobiotic compounds อ่ืนๆ เช่น คโรทีนอย ์(Garrett et al, 1999) 
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บทที่ 5 
บทสรุป 
 
จากการศึกษาไดศึ้กษา Phenolic Profile ของสารสกดัรางจืดน ้าโดยวธีิ High Performance Liquid  
Chromatography  (HPLC) พบวา่ส่วนใหญ่เป็นสารประเภทฟีนอลิก ไดแ้ก่ Protocatechuic acid, 
caffeic acid และสารกลุ่มฟลาโวนอยด ์ไดแ้ก่ apigenin รวมถึงกลุ่มกลูโคไซด ์
จากการศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัสมุนไพรทั้งสามชนิดดว้ยวธีิ 
DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay พบวา่ โดยพบวา่ รางจืดท่ีสกดัดว้ยน ้ามีความสามารถใน
การตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด และรางจืดท่ีสกดัดว้ยอะซีโตนมีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระต ่าท่ีสุด  
หากเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานคือ BHT และ Ascorbic acid  และความสามารถในการตา้น อนุมูล
อิสระของสารสกดัจะสอดคลอ้งกบัปริมาณของ Total phenolic ท่ีมีในตวัอยา่ง 
จากการศึกษาความเสถียรของสาร ต่างๆในสารสกดัรางจืดน ้า และเอทานอล พบวา่  สกดัรางจืด
น ้า ค่อนขา้งเสถียรในแบบจ าลองกระบวนการยอ่ยของทางเดินอาหาร โดย สารกลุ่มฟีนอลิกจะมีการ
เปล่ียนแปลงนอ้ยมาก แต่สารกลุ่มฟลาโวนอยด์   คือ Apigenin จะมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นสารกลุ่ม 
Apigenin glucosides ส่วนสารสกดัรางจืดเอทานอล ซ่ึงมีพฤษเคมีหลกั ประกอบไปดว้ย  chlorophyll a  
chlorophyll b และ pheophorbide a, pheophytin a และ lutein เม่ือผา่นแบบจ าลองระบบทางเดิน
อาหารในหลอดทดลอง มีการเปล่ียนแปลง คือ คลอโรฟิลลส่์วนใหญ่จะ มีการเปล่ียนแปลงไปอยู่ ในรูป
ของ pheophytin, pyropheophytin a และ pheophorbides a และ b 
จากการทดสอบความสามารถในการถูกดูดซึมของสารสกดัรางจืดน ้า และเอทานอลใน Caco-2 
cells พบวา่ สารสกดัรางจืดสามารถถูกดูดซึมได ้เน่ืองจาก เป็นสารท่ีละลายน ้าได ้ดงันั้นจึงมี
ความสามารถในการแพร่เขา้ไป Caco-2 cells ส่วนสารสกดัรางจืดเอทานอล มีพฤษเคมีหลกัท่ีเป็น
สารประกอบคลอโรฟิลล์ และแคโรทีนอยด ์ซ่ึงเม่ือผา่นแบบจ าลองระบบทางเดินอาหารในหลอดทดลอง 
แสดงใหเ้ห็นวา่สารประกอบคลอโรฟิลล์ สามารถถูกดูดซึมได ้ประมาณ 41-45 % โดยความสามารถใน
การดูดซึมผา่น epithelial layer จะแตกต่างกนัไปตามอนุพนัธ์ของคลอโรฟิลล ์ น าไปใชไ้ดใ้นร่างกาย
มนุษยใ์นบางโครงสร้าง 
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